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CUVINTE CHEIE: policlorura de vinil, modificarea suprafetei, catetere, spin coating,
suprafete cu proprietati anticoagulante, suprafete cu proprietati antimicrobiene, stenturi
cardiovasculare, oxinitruta de titan.

INTRODUCERE

Cateterele sunt dispositive medicale care se utilizeaza pe scara larga pentru tratamente
medicale. Din pacate acestea prezinta efecte secundare datorate in principal aderarii si
proliferdrii bacteriilor pe suprafatd. Cele mai importante dezavantaje ale dispozitivelor
medicale sunt reprezentate de calcifieri, defectiuni de structurd infectii, tromboze. O
proprietate foarte importantd a dispozitivelor medicale o reprezintd biocompatibilitatea, ceea
ce insecamna abilitatea acestora de a-si indeplinii functiile fara a da efecte secundare.
Comportarea dispozitivelor medicale depinde de proprietatile fizice ale materialului
(rigiditate, rugozitate a suprafetei), dar si de natura chimica [1]. Aderenta si proliferarea
bacteriilor si celulelor vii pe suprafata de contact cu tesuturile vii sunt cauzele principale de
contaminare nosocomiald, de aceea este necesara o atentie deosebitd asupra modurilor in care
se poate preveni sau minimiza aparifia infectiilor datorate dispozitivelor medicale [2, 3].
Policlorura de vinil (PVC) este un material cu o bund biocompatibilitate, accesibil, cu un pret
scazut, de aceea a fost ales pentru studiu cu scopul de a obtine un biomaterial care sa reduca
efectele secundare descrise mai sus.

Obiectivul acestui studiu de cercetare doctorala il reprezintd modificarea suprafetei
policlorurii de vinil, astfel incat materialul obtinut sa nu permintd aderarea si proliferarca
bacteriilor si celulelor pe suprafata sa, sd nu permitd coagularea sangelui sau formarea de
calcifieri. Aceste aspecte sunt foarte importante atunci cand materialul este destinat utilizarii
in domeniul medical pentru obtinerea cateterelor. Cele mai frecvente probleme intalnite in
cazul cateterelor sunt datorate blocarii lor sau aparifia unei infectii in locul implantarii
acestora. Datorita acestor efecte secundare, cateterele trebuie indepartate si inlocuite frecvent,
ceea ce presupune o alta interventie chirurgicald, costuri ridicate si provoaca un discomfort
major pacientului.

Pentru atingerea obiectivului dorit, in cadrul Tezei de Doctorat cu titlul ,,Sisteme cu
eliberare si vectorizare de principii biologic active”, s-au studiat atat metode de modificare
fizica, cat si chimica a suprafetei de PVC. Modificarea fizica s-a realizat pentru a elimina
denivelarile aparute in urma procesului de fabricatie a filmelor de PVC cu scopul de a obtine
o suprafata cat mai neteda. Cu cat suprafata este mai neteda, cu atat este mai putin probabil ca
organismele celulare si adere la suprafata materialului. In cazul in care materialul prezinti o
suprafatd rugoasd, In preajma acestor defecte date de rugozitate se pot ancora bacterii sau
celule care nu pot fi eliminate la trecerea fluidelor biologice deoarece polimerul este hidrofob.
Pentru a creste hidrofilia s-a realizat modificarea chimica a suprafetei prin introducerea de
grupdri hidrofile. Cu scopul de a impiedica coagularea sangelui si respectiv formarea
trombozelor, pe suprafata materialului s-a incorporat un anticoagulant din clasa compusilor
coumarinici (dicoumarol si respectiv warfarind). S-a utilizat aceastd clasa de compusi
deoarece sunt anticoagulante cunoscute §i de asemenea, pe langa activitatea anticoagulanta
prezinta si activitati antibacteriene, antioxidante, antialergice, antitumorale [4, 5]. Studierea
sintezei unor substante active reprezentative ale acestei clase de compusi a fost un alt obiectiv
urmarit in cadrul acestei lucrari.

O alta directie de cercetare abordata in cadrul acestui studiu de cercetare doctorala a
constat in studierea comportamentului unor stenturi metalice fabricate din otel inoxidabil,
modificate pe suprafatd prin depunerea unui film de TiOxNy. Aceastd depunere previne
migrarea nichelului, molibdenului, cromului sau a altor metale din suprafata de otel
inoxidabil, reducand inflamatiile si toxicitatea [15]. Proprietatile fizico-chimice si biologice
ale filmelor de TiOxNy difera in functie de metoda de depunere, de raportul N/O prezent pe
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suprafata. Stenturile sunt dispozitive utilizate in cadrul interventiilor coronariene percutanate
sau in cazul angioplastiilor coronariene. Aceste proceduri sunt realizate pentru a determina
revascularizarea in zona implantatd [12, 13]. Prima variantd de stenturi a fost dezvoltata in
anii 1980, insd de atunci s-au realizat nenumarate modificari in structura si compozitia
acestora [12]. La inceput, majoritatea stenturilor erau fabricate in cea mai mare parte din
metale (otel inoxidabil, aliaje de cobalt-crom, aliaj nichel — titan (nitinol), etc.). De-a lungul
timpului, au fost studiate si alte materiale, cum sunt polimerii biodegradabili sau non-
biodegradabili, dar si materiale multistrat cu diferite acoperiri ale suprafetei, cu scopul de a fi
folosite in cadrul acestor aplicatii. Cu toate acestea, complicatiile asociate cu implantarea
stenturilor raman totusi o problema. Pentru ca un stent sa fie considerat ideal acesta trebuie sa
previna inflamatiile, restenoza, sa impiedice formarea trombozelor, dar in acelasi timp sa
initieze entolialozarea [14].

Teza a fost structurata in trei capitole principale, fiecare dintre acestea fiind impartit in
mai multe subcapitole importante. In primul capitol, sunt prezentate obiectivele stiintifice ale
activitatii de cercetare doctorald. Capitolul II (INTRODUCERE) consta intr-o scurta
introducere, urmatd de o descriere amdnuntita a principalelor teme studiate in cadrul acestei
lucrari. Aceastd descriere a fost realizatd in urma realizdrii unui studiu amdnuntit a literaturii
de specialitate, in domeniul prezentului studiu de cercetare. Activitatea de cercetare
bibliografica a fost structurata pe subcapitole astfel: 11.1 CATETERELE - acest subcapitol
prezintd informatii legate de formularea cateterelor, tipurile de materiale folosite la fabricarea
acestora, tipurile de catetere disponibile pe piata, utilizarea acestora, proprietdtile pe care
aceste dispozitive trebuie sa le indeplineasca in functie de aplicatia urmarita, dar si informatii
legate de dezavantajele cateterelor disponibile pe piatd. Subcapitolul urmator, 11.2.
POLICLORURA DE VINIL, se axeaza pe descrierea materialului ales pentru a fi studiat,
respectiv policlorura de vinil, proprietatile pe care acesta le prezinta, dar si metodele de
modificare a suprafetei, cu scopul de a-i imbunatatii caracteristile, pentru a putea fi folosit la
formularea cateterelor. Pentru a avea o imagine clard a modurilor in care se poate realiza
incorporarea de principii active pe suprafata polimerului, pentru a obtine un comportament de
eliberare adecvat pentru aplicatia urmaritd, s-au studiat in detaliu tipurile de sisteme cu
eliberare controlatd de medicamente, dar si mecanismele de livrare a substantei active (11.3.
SISTEME CU ELIBERARE CONTROLATA DE PRINCIPII BIOLOGIC ACTIVE). in
cadrul studiilor experimentale suprafata de PVC a fost modificata fizic prin depunerea unor
filme subtiri folosind metoda spin coating. Subcapitolul 11.4. METODA SPIN COATING
prezintd descrierea detaliatd a acestei tehnici de acoperire,dar si directia de cercetare pe
aceastd tema urmdrind publicatiile din literatura de specialitate. 11.5. STENTURI
CARDIOVASCULARE este un subcapitol dedicat celui de al 2-lea tip de dispozitive
medicale studiate in cadrul lucrarii de doctorat, respectiv dispozitive de tip stent. Aceasta
parte a lucrdrii cuprinde numeroase studii legate de sinteza, proprietatile, dar si
comportamentul stenturilor la contactul cu fluidele biologice, stadiul actual al cercetarii pe
acest domeniu, dar si tendintele de dezvoltare ulterioara.

Capitolul III. REZULTATE STIINTIFICE OBTINUTE iN ACTIVITATEA DE
CERCETARE DOCTORALA prezinti partea practica a lucririi de doctorat in care sunt
prezentate contributiile originale, rezultatele obtinute in urma efectuarii de experimente
practice in laborator si interpretarea datelor experimentale. Pentru inceput, asa cum este
descris in capitolul 111.1. MODIFICAREA FIZICA A SUPRAFETEI DE PVC
UTILIZAND SOLVENTI PENTRU GONFLAREA SUPRAFETEI, s-a studiat
modificarea fizicd a suprafetei de PVC de grad medicinal, material ce prezintd defecte,
denivelari In urma procesului de productie, cu scopul de a reduce cat mai mult posibil aceste
defecte de suprafata. Pentru aceasta, s-a realizat imersarea unor probe plane de PVC in diversi
solventi, pentru diferite perioade de timp, astfel incat polimerul sa se gonfleze la suprafata,
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insd fard a avea loc dizolvarea acestuia. Acest tratament a dus la corectarea defectelor
prezente pe suprafata PVC. Chiar daca in urma acestei modificari suprafata nu mai prezinta
rugozitate, aceasta are incd un dezavantaj important, PVC fiind un polimer hidrofob ceea ce
face ca biocompatibilitatea sa sd fie redusa. Pentru a-i imbunatatii hidrofilia, PVC a fost
modificat chimic prin introducerea de grupari esterice pe suprafatd. Aceasta modificare dar si
rezultatele obtinute sunt descrise pe larg in capitolul I11.2. MODIFICAREA CHIMICA A
SUPRAFETEI PVC. in capitolele 111.3 SINTEZA DICOUMAROLULUI si respectiv
I11.4. SINTEZA WARFARINEI sunt prezentate modurile de lucru si parametrii optimi
obtinuti pentru a obtine produs pur cu randament cat mai mare pentru sinteza acestor principii
active din clasa de compusi cumarinici, ce au efect anticoagulant. In continuare s-a studiat
incorporarea acestor compusi folosind metoda spin coating (111.5. MODIFICAREA
SUPRAFETEI DE PVC UTILIZAND METODA SPIN COATING), prin depunerea unui
film tot de PVC avand incorporat principiul activ. In urma ezperimentelor realizate s-a
observat ca warfarina nu este un compus potrivit pentru aplicatia vizata deoarece are o buna
solubilitate Tn apa si se elibereazad rapid din interiorul filmului. Studiul s-a axat asadar pe
realizarea de films PVC/Dicoumarol. Modul de lucru, rezultatele si interpretarea datelor
experimentale au fost descrise in capitolul 111.5.1 Modificare prin depunere de film
PVC/Dicoumarol. Capitolul contine o discutic detaliata legatd de comportamentul de
eliberare a dicoumarolului de pe suprafata filmului depus, adsorbtia de proteine si capacitatea
de a impiedica dezvoltarea bacteriand pe suprafata materialului. Cu scopul de a obtine o
suprafatd cu proprietdti antibacteriene, s-a studiat depunerea de argint pe suprafata PVC.
Incorporarea de argint a fost realizata tot folosind metoda spin coating, prin depunerea unui
film de PVC/AgNOs;. Modul in care s-a realizat aceasta depunere, materialele si metodele de
analiza folosite, interpretarea datelor experimentale si o discutie detaliatd referitoare la
compozitia si morfologia suprafetei, comportamentul de eliberare a ionilor de argint, aderarea
albuminei pe suprafata probelor, dar si referitor la rezistenta PVC modificat la aderarea
culturilor bacteriene Gram negative si respectiv Gram pozitive, sunt descrise in capitolul
I11.5.2. Modificarea suprafetei de pvc prin depunere de nanoparticule de argint pe
suprafata.

O alta directie in cadrul activitatii de cercetare doctorala a fost legata de caracterizarea
suprafetelor unor stenturi de otel inoxidabil cu acoperire de TiOxNy. Capitolul I11.6.
EVALUAREA PROPRIETATILOR DATE DE ACOPERIRILE CU OXINITRURA
DE TITAN (TIOxNy) REALIZATE PENTRU OBTINEREA STENTURILOR
CARDIOVASCULARE STRATIFICATE prezinta materialele si metodele folosite, dar si o
discutie pe larg legata de stabilitatea acestor stenturi in vitro, modul de interactiune cu
proteinele prezente in sange (albumind) si rezistenta la aderarea bacteriilor pe suprafata.

In incheiere sunt prezentate concluziile generale rezultate in urma activititii de
cercetare doctorald si contributiile originale prezentate in lucrarea cu titlul SISTEME CU
ELIBERARE SI VECTORIZARE DE PRINCIPII BIOLOGIC ACTIVE (C1. CONCLUZII
GENERALE SI CONTRIBUTII ORIGINALE). De asemenea sunt mentionate si C2.
PERSPECTIVELE DE DEZVOLTARE ULTERIORA a temei prezentate, aceste
perspective facand obiectivul unui studiu de cercetare viitoare.

Cuprinsul prezentei lucrdri contine si DISEMINAREA REZULTATELOR 1in cadrul
unor articole stiintifice publicate in reviste internationale cotate ISI, avand un factor de impact
cumulat .0.41+4.184+4.421+1.205+5.88=16.1. De asemenea, in final este listatd bibliografia
studiata, agezatd in ordinea aparitiei in text.

In continuare va fi prezentat pe scurt continutul capitolului 111. REZULTATE
STIINTIFICE OBTINUTE IN ACTIVITATEA DE CERCETARE DOCTORALA,
organizat pe subcapitole, mentindnd numerotarea folosita in cadrul tezei, dar si o bibliografie
selectiva pastrdnd de asemenea numerotarea folosita in textul tezei.
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III. REZULTATE STIINTIFICE OBTINUTE iN ACTIVITATEA DE
CERCETARE DOCTORALA

111.1.MODIFICAREA FIZICA A SUPRAFETEI DE PVC UTILIZAND SOLVENTI
PENTRU GONFLAREA SUPRAFETEI

Scopul acestui studiu este acela de a elimina golurile sau denivelarile aparute in urma
procesului de fabricatie si obtinerea unei suprafete cat mai netede. Cu cat suprafata este mai
netedd, cu atat este mai pufin probabil ca organismele celulare si adere la suprafata
materialului. In cazul in care materialul prezinta denivelari, in preajma acestora se pot ancora
bacterii sau celule care nu pot fi spalate la trecerea fluidelor biologice, mai ales ca PVC-ul
este un material hidrofob si de aceea in zonele respective are loc proliferarea bacteriilor sau
celulor, ceea ce duce la infectii sau, in cazul sangelui, la formarea de cheaguri datorate
coaguldrii.

111.1.1. Materiale si metode

Placi standard de policlorura de vinil plastifiat cu dioctilftalat, acetona (Silal Trading),
heptan (Merck), dimetilformamida (DMF), apa demineralizata, au fost folosite fara purificare
prealabild. Probele au fost caracterizate utilizand un microscop in infrarosu, Thermo Scientific
Nicolet IN10 Infrared Microscope,pentru a analiza suprafata probei. Scanning Electron
Microscopy (SEM) a fost o metoda de analiza utilizatd pentru a avea o imagine mai buna a
morfologiei suprafetei Tnainte si dupa tratarea probelor cu solvent.

111.1.2. Mod de lucru

Acetona
H.0

(R mirescey .
PVC
m modificat

Fig. 111-1. Reprezentarea schematica a modului de lucru folosit la modificarea suprafetei de PVC prin gonflare

= <

Probe PVC
1cmx1cm

Pe langa experimentele realizate in acetond, s-au efectuat experimente si in solutie
apoasa de dimetilformamida 40%, dar si in heptan, utilizand acelasi mod de lucru.

111.1.1.Rezultate si discutii

Din analiza FT-IR s-a observat ca in cazul utilizarii heptanului si dimetilformamidei
nu s-au obtinut rezultate satisfacdtoare. Morfologia suprafetei probelor de PVC nu s-a
modificat sau modificarile au fost nesemnificative.

In cazul probelor realizate prin imersie in solutie de acetond se observd modificari
semnificative Tn cazul probelor expuse la acetond 100% si in cazul probelor expuse in solutie
apoasa de acetond 50%, dupa 10 minute de imersie. In Fig. 111-2 sunt prezentate rezultatele
obtinute prin miscroscopie in cazul probelor mentionate anterior, Tnainte si dupa tratamentul
de modificare a suprafetei.

10



Sisteme cu eliberare si vectorizare de principii biologic active
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Fig. 111-2. Imaginile de microscopie FT-IR pentru: a — proba inainte de imersare in acetona, b — proba dupa
imersare in acetona timp de 10 minute, ¢ — proba inainte de imersare in solutie apoasa de acetond 50%, d - proba
dupa de imersare in solutie apoasa de acetond 50% timp de 10 minute.

Pentru confirmarea rezultatelor obtinute, probele au fost analizate si prin microscopie
electronica de baleiaj (SEM)(Fig.I11-3).

a. b.

Fig. 111-3. Imaginile SEM realizate la mariri de 2000, 5000 si respectiv 10000, corespunzatoare probelor: a —
PVC nemodificat, b — P\VC modificat prin imersare in solutie apoasa de acetond 50% timp de 10 minute, ¢ —
PVC modificat prin imersare in acetond timp de 10 minute.

111.1.1.Concluzii

Aceasta modificare a fost realizatd cu succes prin imersarea In acetona si respectiv in
solutie apoasa de acetond 50%, asa cum se poate observa din analizele efectuate cu ajutorul
microscopului de transmisie FT-IR asupra probelor, inainte si dupa tratarea suprafetei. Aceste
rezultate au fost confirmate si de rezultatele obtinute in urma analizei SEM.

11
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111.2.MODIFICAREA CHIMICA A SUPRAFETEI PVC

Modificarea chimica a suprafetei de PVC cu acetat de argint (AcOAg) si respectiv
lactat de argint (LAg) a fost studiata in cadrul acestei lucrari cu scopul de a obtine o suprafata
mai hidrofila, mai higroscopica. Transformarea are loc conform reactiei prezentate in Fig. I11-

4,
m + nR—COOAg —»M + nAgCl

Cl Cl Cl OCOR OCOR OCOR

R = CH, ; CH;CH(OH)

Fig. 111-4. Reactia chimici care are loc intre PVC, acetatul de argint i respectiv lactatul de argint

111.2.1. Materiale si metode

Placi standard de policlorura de vinil plastifiat cu dioctilftalat, acetat de argint (Alfa
Aesar), lactat de argint (Alfa Aesar), acetona (Silal Trading), apa demineralizatd, au fost
folosite fard purificare prealabila.

Probele au fost analizate utilizind spetroscopul cu infrarosu Thermo Fischer Nicolet
iIN10 Attenuated Total Reflection Infrared. De asemenea, s-a realizat si masurarea unghiului
de contact la nivelul suprafetei probelor.

111.2.2. Mod de lucru

R - COOA R: CHs;
Aestong T—— CH:sCH(OH)

Probe PVC
1cm x 1cm

[ Spectroscopie FT-IR ]<—

[ Microscopie FT-IR ](-—{ Caracterizare r‘
PVC
@ modificat

Fig. 111-5. Reprezentarea schematica a modului de lucru folosit la modificarea chimica suprafetei de PVC

Probele de PVC au fost modificate chimic prin introducerea de grupari esterice pe
suprafatd, folosind atét acetat de argint, cat si lactat de argint. Modul de lucru, reprezentat in
Fig. I11-5, a constat in imersarea probelor de PVC 1in solutii de acetat de argint si respectiv
lactat de argint atat la temperatura camerei, cat si la S0°C, pentru diverse perioade de timp.

12
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111.2.1.Rezultate si discutii

P5 AcOAg_50 2h Ester

_ c-Cl
0307 P11_AcOAg_tc 2h 1516

746y

—
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020
0.15!
0.10
0.05

0.00
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Fig. 111-8. Comparatie intre spectrul initial de PVC si spectrele obtinute in cazul celor 2 experimente realizate cu
AcOAg, dupa 2 ore de reactie
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Fig. 111-9. Spectrul IR pentru probele rezultate din reactia cu LAg la 50°C

0.15
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0.00;
-0.05!
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In cazul utilizarii LAg viteza de reactie este mult mai mici chiar si cand este condusi
la 50°C (Fig. I11-9). Aparitia legaturii esterice pe suprafata de PVC modificatd cu LAg,
conducand reactia la temperatura camerei, are loc abia dupd 6h (Fig. [II-10). Dupa 8h
intensitatea peakului corespunzator legaturii esterice creste semnificativ, ceea ce inseamnd ca
reactia are loc mult mai rapid odata initiata. Crescand temperatura la 50°C viteza de reactie
creste semnificativ, aparitia legaturii esterice pe suprafatd avand loc dupa doar 30 min chiar
dacd doar in cantititi mici. Pentru a obtine un randament similar cu cel obtinut in urma
reactiei cu AcOAg, reactia PVC cu LAg trebuie sa se desfasoare pentru cel putin 7-8h.
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Fig. 111-10. Spectrul IR pentru probele rezultate din reactia cu LAg la temperatura camerei

Pentru a determina dacd prin modificarea suprafetei prin introducerea de grupari
esterice, hidrofobia materialului se modifica, unghiul de contact a probelor modificate cu
AcOA( si respectiv LAg, la diferiti timpi de reactie, a fost determinat si comparat cu unghiul
de contact al PVC initial (Fig. 111-11).

120
k3]
8 100 =
[=
g 80 —
2 60 HE N m AcOAg t.c.
E 40 4 11 m AcOAg 50 C
£ 20 BB B E LAg t.c.
> 0

o o N N > m|Ag50C
Qr
Timpul, [h]

Fig. 111-11. Modificarea unghiului de contact dupa reactia cu AcOAg si respectiv LAg la diferiti timpi de reactie
111.2.1. Concluzii

Modificarea chimica a suprafetei a fost realizatd cu scopul de a creste hidrofilia
suprafetei polimerului si proprietdtilor de umezire astfel incat s nu permitd aderarea
bacteriilor si celulelor pe material. Aceastd modificare a fost efectuata cu succes prin reactia
cu acetatul de argint dar si cu lactat de argint, pe suprafata polimerului fiind introduse grupari
esterice. Prezenta acestor grupdri a fost confirmata prin analizarea probelor obfinute prin
spectrometrie in infrarosu. In spectrele corespunzitoare suprafetelor modificate se observa
aparitia benzii corespunzitoare esterului (1516 cm™) si sciderea intensititii benzii
corespunzatoare legaturii C-Cl (746 Cm'l). In cazul modificarii chimice a suprafetei de PVC
cu acetat de argint Tn mediu de acetona 50% la temperatura camerei, timpul necesar terminarii
reactiei este de 2 ore, iar in cazul in care modificare se face la 50°C timpul necesar este 1 ora.
In cazul folosirii lactatului de argint pentru introducerea de grupiri esterice pe surafata PVC

14
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este necesar un timp de reactiec mult mai mare, de peste 4 ore, ceea ce poate duce la
degradarea polimerului.

Unghiul de contact maxim ce se atinge utilizdnd acest tip de modificare are o valoare
similard atat in cazul AcOAg cat si in cazul LAg insé diferenta intre timpii de reactie necesari
este foarte mare, reactia cu AcOAg fiind preferabila. Cu cat polimerul este in contact cu
solventul pe o periodd mai mare de timp, cu atit modificarea proprietitilor PVC este mai
mare.

111.3.SINTEZA DICOUMAROLULUI

OH
\
+ CH,0
o o
Mr: 162.14 Mr: 30.03 Mr: 336.29

Fig. 111-12. Schema de sinteza a dicoumarolului

Metodele studiate in cadrul activitatii de cercetare, pana in acest moment, au fost
metodele propuse de K. M. Khan si co. [349] si respectiv M. Prabhakar [352]. Aceste
procedee de sinteza au fost imbunatatite, modul de lucru fiind optimizat, iar randamentul
crescut semnificativ. De asemenea puritatea compusilor rezultati a fost Imbunatatita.

111.3.1. Materiale si metode

4-hidroxicumarind (Merck), fomaldehida (Merck), EDTA (Reanal Budapest), etanol
(Chemical Company), toluen (Merck), piperidind (Merck), NaOH (Merck), carbune norit, au
fost folosite fara a fi purificate in prealabil. Produsul obfinut a fost analizat utilizand
cromatografia in strat subtire si spectroscopia FT-IR.

111.3.2. Mod de lucru

1. Initial reactia a fost condusa pe calea descrisa de catre M. Prabhakar in lucrarea
“EDTA - catalyzed fast and efficient eco-friendly synthesis of dicoumarol derivatives in
water” [352]. Avansarea reactiei a fost verificata prin CSS (placute: Silica gel 60 F,s4 Merck,
eluent: toluen:acetat de etil:acid acetic 20:5:1) asa cum este prezentat in Fig. 111-13, Fig. 11I-
14, Fig. 111-15. Folosind conditiile de reactie descrise de catre autori, randamentul este scazut,
raportul dintre produsul format si materia prima rdmasa nereactionatd fiind aproximativ 1:1.
Marind timpul de reactie si adaugand un exces de formaldehida (1,2 echivalenti), randamentul
reactiei a fost imbunatatit semnificativ. Produsul obtinut nu poate fi purificat prin metoda
descrisa in articol, asadar o alta metoda de purificare a fost elaborata. Produsul brut a fost
purificat prin dizolvare in hidroxid de sodiu (NaOH) diluat (cantitate stoichiometricd), s-a
decolorat cu carbune norit, iar solutia limpede s-a extras cu toluen. Faza apoasa s-a acidulat
apoi cu acid sulfuric (H2SO,) pana la pH=2. Suspensia rezultata s-a filtrat la vid, iar
precipitatul s-a spalat cu apa demineralizata pentru indepartareca urmelor de acid. Solidul alb
obtinut s-a uscat la etuva la 105°C. Randamentul obtinut: n= 59%.
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Fig. 111-13. Reactia dupa 40 Fig. 111-14. Cromatograma realizata Fig. 111-15. Dicoumarol purificat
minute. dupa efectuarea modificarilor precizate.

Pe parcursul reactiei, suspensia devine foarte compactd si foarte greu de agitat, iar
randamentul obtinut prin metoda prezentata mai sus este scazut, de aceea s-a decis realizarea
sintezei prin altd metoda.

2. K. M. Khan si co. [349] au propus sinteza dicoumarolului utilizind piperidina
pentru a cataliza reactia, in mediu de etanol. Avansarea reactiei s-a analizat prin CSS asa cum
este prezentat in Fig. 111-16, Fig. 111-17, Fig. 111-18 si Fig. 11I-19. Aceastd metoda poate fi
imbunatatita semnificativ prin aducerea masei de reactie la temperatura de reflux si prin
utilizarea unui exces de formaldehida. Realizand aceste modificari s-a obtinut un randament
de 74% in urma purificarii. Produsul brut obtinut a fost purificat la fel ca si In cazul anterior.

Fig. 111-16. Masa de Fig. 111-17. Cromatograma Fig. 111-18. Produsul Fig. 111-19.
reactie conform metodei realizata dupa efectuarea brut si respectiv apele Dicoumarolul purificat
descrise de catre K. M. modificdrilor precizate. de reactie.

Khan si co. [349]

111.3.1.Rezultate si discutii

In Fig. I11-20 este reprezentat spectrul IR al dicoumarolului comparativ cu spectrul
corespunzator produsului obtinut.
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Fig. 111-20. Spectrul IR corespunzator dicoumarolului din literatura de specialitate, comparativ cu spectrul
corespunzator produsului obtinut

Prin compararea spectrului corespunzétor dicoumarolului cu spectrul realizat pentru
produsul obtinut s-a putut confirma obtinerea substantei active dorite.

111.4.SINTEZA WARFARINEI

OH [o}

N N CH;OH
. e

O o

Mr: 162.14 Mr: 146.19 Mr: 308.33
o]
OCH,
(o] OH
HCl
O \\\ O Acetona ‘ \\‘\ O
—
0 +] 0 »
Mr 322 Mr: 30833
Fig. 111-22. Schema de sinteza a warfarinei

111.4.1. Materiale si metode

4-hidroxicumarina (Merck), benzilidenacetona (Merck), piperidind (Merck), metanol
(Silal Trading), acetona (Silal Trading), acid clorhidric (Silal Trading), hidroxid de sodiu
(Silal Trading), apa demineralizata au fost utilizate ca atare, fard a fi purificate in prealabil.
Produsul obtinut a fost analizat utilizand cromatografia in strat subtire si spectroscopia FT-IR.

111.4.2. Mod de lucru

Initial sinteza a fost realizata conform metodei descrise de E. Bush si W. F. Trager
[353]. Aceasta metoda a fost studiata si modificata astfel incat modul de lucru sa fie usurat,
iar produsul obtinut sa fie mai usor de purificat.
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111.4.3. Rezultate si discutii

Ca si in cazul dicoumarolului, si in cazul warfarinei avansarea reactiei a fost controlata
prin cromatografie in strat subtire (placute: Silica gel 60 Fyq Merck, eluent:
toluen:dioxan:acid acetic 7:0,5:0,15, developare: lampa UV 254 nm, vapori de iod), Puritatea
produsului a fost determinata tot folosind CSS, pentru a determina eliminarea impuritdtilor
(Fig. 111-23, Fig. 111-24, Fig. 111-25, Fig. 111-26, Fig. 111-27).

Fig. 111-23. Reactia in Fig. 111 -24. Fig. 111-25. Masa de Fig. 111-26. Toluenul | Fig. I11-27.

prima etapa comparativ Esterul rezultat reactie in cea de-a 2-a de extractie din etapa Warfarina

cu materiile prime. in prima etapa de etapa de sinteza de purificare. purificata.
sinteza. comparativ cu esterul.

Warfarina obtinuti in laborator

ﬂ

1,
AL J | J&JMMM”U“ ‘ W ﬂ"\MJ'LM

— e ———

Warfarina |
4000 3400 2800 200 600 1000 600
Lungime de undi (cm™)
Fig. 111-28. Spectrul IR corespunzator warfarinei din literatura de specialitate, comparativ cu spectrul

corespunzator produsului obtinut

Prin compararea spectrului corespunzator warfarinei cu spectrul realizat pentru
produsul obtinut s-a putut confirma obtinerea substantei active dorite. Dupd purificare,
warfarina sintetizata era pura conform analizei de cromatografie in strat subtire (Fig. 111-27).
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111.5.MODIFICAREA SUPRAFETEI DE PVC UTILIZAND METODA SPIN
COATING

In cadrul acestui studiu s-a efectuat modificarea suprafetei de PVC cu scopul de a
obtine un material care sd nu permita aderenta celulara si proliferarea bacteriilor pe suprafata
sa, dar si sd Tmpiedice coagularea sangelui sau formarea de calcifieri. Pentru a obtine
rezultatele dorite, suprafata de PVC a fost modificata fizic utilizdnd metoda de spin coating
pentru a remedia neregularitatile aparute in urma sintezei si pentru a obtine o suprafata neteda,
uniforma.

111.5.1. Modificare prin depunere de film PVVC/Dicoumarol

I1.5.1.1. Materiale si metode

In cadrul acestor experimente s-a folosit dicoumarol (sintetizat utilizind metoda
descrisa in capitolul anterior), bovine serum albumin (Fluka), probe plate standard de PVC si
tetrahidrofuran.

Probele obtinute au fost analizate utilizind un microscop cu infrarosu Thermo
Scientific Nicolet iN10 pentru a analiza suprafata probelor, dar si cu un spectroscop Thermo
Fischer Nicolet iN10 Attenuated Total Reflection Infrared pentru a determina compozitia
suprafetei. Spectrofotometria in domeniul ultraviolet-vizibil a fost realizata cu ajutorul unui
spectofotometru de tip Thermo Scientific Evolution 300 Spectrophotometer cu scopul de a
determina eliberarea dicoumarolului de pe suprafata materialului in SBF (simulated body
fluid). Analizele Scanning Electron Microscopy (SEM) si Energy Dispersive Spectroscopy
(EDS) au fost realizate pentru a avea o viziune mai bund a sarurilor depuse pe suprafata
materialelor analizate. Adsorbtia de proteine a fost studiatd utilizand microscopie si
spectroscopie FT-IR dupa anumite perioade de imersie in SBF cu continut de albumina,
mimand astfel conditiile din corpul uman. Proprietatile antiaderente ale probelor obtinute s-au
analizat determinand valorile unitatilor formatoare de colonii (UFC/mL). Probele au fost
testate pentru doua tipuri de tulpini standard: Gram-pozitive (Staphylococcus aureus ATCC
25923) si Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Pentru testele realizate,
culturile proaspete de 18-24 h au fost obtinute dupa inocularea tulpinilor bacteriene pe mediu
nutritiv de Agar.

111.5.1.1.Depunerea filmului de PVC/Dicoumarol

Solutie de : -
_ PVC/Dicoumarol SpectmecopieFTHR
M \/fr\/\ Caracterizarea suprafetei prin
] microscopie si respectiv : :
j\/\ AL spectroscopie FT-IR Eliberare dicoumarol

ﬁ / [ Imersie in SBF ]
— (pH=7.4)/albumina

Depunere de albumina Depunere de saruri

Spin coating l
Microscopie FT-IR Microscopie FT-IR
Spectroscopie FT-IR SEM
EDS
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111.5.1.2.Rezultate

Pentru a confirma prezenta dicoumarolului pe suprafata probelor modificate, spectrele
FT-IR ale probelor obtinute au fost inregistrate si au fost comparate cu spectrul PVC simplu
si respectiv al dicoumarolului pur. Fig. 111-29 prezinta o comparatie intre spectrul FT-IR
obtinut la 4000 rpm, 7000 rpm si respectiv 10,000 rpm, si spectrul PVC si al dicoumarolului.
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Fig. 111-29. Comparatie intre spectrul FT-IR obtinut la 4000 rpm, 7000 rpm si respectiv 10,000 rpm, si spectrul
PVC si al dicoumarolului

In spectrele obtinute se pot observa peak-urile caracteristice dicoumarolului la 1650
cm *si 1350 cm?, corespunzitoare legaturilor v(C=0) si v(C—O) din inelele. De asemenea,
peak-urile prezente la 1110-1130 cm * indica prezenta legaturii v(C—OH) si la 1070 cm™
prezenta legaturii v(C—O-C).

In Fig. I11I-30.a-c. sunt prezentate imaginile de microscopie FT-IR ale probelor
obtinute la 4000 rpm, 7000 rpm si respectiv 10,000 rpm.

b. 7000 rpm
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Fig. 111-30. Imaginile de microscopie FT-IR obtinute la o 1655 cm * pentru depunerea realizata la 4000 rpm (a),
la 1650 cm* pentru depunerea la 7000 rpm (b) si respectiv la 1654 cm™* pentru depunerea la 10,000 rpm (c).
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a. Eliberarea dicoumarolului din filmul subtire depus pe suprafata de PVC

Pentru a determina daca medicamentul este eliberat de de pe suprafata, fiecare proba a
fost imersatd iIn 100 mL de solutie de SBF la 36.5 °C si au fost astfel mentinute, cu agitare
ocazionala, timp de 30 de zile. Solutia de SBF a fost analizatd prin UV-VIS la 303 nm
(lungimea de unda la care absorbanta dicoumarolului este cea mai mare) la diferite perioade
de timp (L h, 2 h, 4 h, 24 h, 2 zile, 3 zile, 7 zile, 10 zile, 14 zile, 21 zile si respectiv 30 zile)
pentru a observa comportamentul dicoumarolului in filmul de PVC. De asemenea, probele au
fost analizate si prin microscopie FT-IR pentru a determina dacd morfologia suprafetei s-a
schimbat in timp Tn urma contactului cu solutia de SBF. Microscopia FT-IR a fost utilizata si
pentru a confirma absenta sau prezenta dicoumarolului pe suprafatd dupa o anumita perioada
de imersie. Rezultatele obtinute cu ajutorul analizei UV-VIS sunt reprezentate in graficul de
eliberare corespunzator probelor obtinute la 4000 rpm, 7000 rpm si respectiv la 10,000 rpm
(Fig. 111-31).

Eliberarea dicoumarolului de pe
suprafata de PVC

20
15

L
o

10 - ¥ #4000 rpm
5 = 7000 rpm
0

40

A 10000 rpm
0 10 20 30 P

+a

Gradul de eliberare, %

Timpul, zile 5D < 20%

Fig. 111-31. Eliberarea dicoumarolului din filmele obtinute la 4000 rpm, 7000 rpm si respectiv 10,000 rpm,
analizata prin spectrometric UV-VIS la o lungime de unda de 303 nm; deviatia standard: SD < 2% in cazul
tuturor punctelor reprezentate

a. b. C.
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Fig. 111-32. Imaginile FT-IR obtinute la 1680 cm* pentru filmul depus la 4000 rpm: (a) dupi 7 zile de imersie in
SBF; (b) dupa 21 de zile de imersie in SBF; (¢) dupa 30 zile de imersie in SBF
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Fig. 111-33. Imaginile FT-IR obtinute la 1659 cm * pentru filmul depus la 7000 rpm: (a) dupa 7 zile de imersie in
SBF; (b) dupa 21 de zile de imersie in SBF; (¢) dupa 30 zile de imersie in SBF

a. b. C.
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Fig. 111-34. Imaginile FT-IR obtinute la 1684 cm™* pentru filmul depus la 10,000 rpm: (a) dupa 7 zile de imersie
in SBF; (b) dupa 21 de zile de imersie in SBF; (C) dupa 30 zile de imersie in SBF

Pentru a determina dacd acoperirea realizatd inflenteazd depunerea de saruri pe
suprafata, o proba de PVC nemodificat a fost imersat, de asemenea, in SBF timp de 30 de zile
si apoi a fost analizat prin microscopie FT-IR la 1723 cm™ (lungimea de unda caracteristica
PVC simplu) la aceleasi perioade de timp si In aceleasi condifii ca si in cazul probelor
modificate.
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710 7000 4400 4900 6700 4400 00 4400 4300 4200 4100 4000 4300 50 = 100 o

: ; x
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Fig. 111-35. Imaginile FT-IR obtinute la 1723 cm* pentru PVC initial, nemodificat: (a) dupi 7 zile de imersie in
SBF; (b) dupa 21 de zile de imersie in SBF; (¢) dupa 30 zile de imersie in SBF

Analizele de Scanning Electron Microscopy (SEM) (Fig. 111-36) si Energy Dispersive
Spectroscopy (EDS) (Fig. 111-37) au fost realizate pentru a avea o viziune mai clara asupra
sarurilor depuse pe suprafata probelor, dar si pentru a determina compozitia acestora.

N ? 5% b "\\),‘
det HV mag o | 5/22/2017 WD
ETD 10.00 kV 500 x 4:24:10 PM 10.3 mm

Fig. 111-37. Imagine obtinuta in urma analizei SEM realizata pe probele modificate

Microscopia FT-IR nu oferda o informative foarte clara legatd de prezenta
dicoumarolului in filmul polimeric, de aceea suprafata materialelor a fost analizata si folosind
spectroscopia FT-IR in modul ATR dupa diferite perioade de timp. Pentru a putea estima
tendinta de eliberare a principiului activ din filmul de polimer depus s-a calculat aria relativa a
peak-ului corespunzitor dicoumarolului ¢1650 cm ™) din spectrele FT-IR.
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Eliberarea dicoumarolului din filmele depuse pe
suprafata PVC
100

1y
.E 80 -
=60 -
g
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B 20 -
< 0 7000 rpm

0 3 14 30 4000 rpm

Timpul [zile]
Fig. 111-40. Reprezentarea schematica a schimbarilor ce apar in timp in cazul ariei relative a peak-ului
corespunzator dicoumarolului Incorporat pe suprafata probei pe masura ce se produce eliberarea din filmul
polimeric

b. Adsorbtia proteinelor pe suprafata de PVC

Pentru a studia comportamentul la interactia cu proteinele din fluidele biologice al
materialului obtinut prin acoperire cu un film subtire de PVC/dicoumarol , probele au fost
imersate intr-o solutie de SBF cu un pH de 7.4 ce continea 1% albumind (principala proteina
intalnita in sange), la 36.5 °C. Probele au fost mentinute in aceste conditii timp de 30 de zile.

Pentru a pune in evidenta peak-urile caracteristice albuminei si pentru a observa daca
acestea apar 1n spectrul probelor imersate in solutia de SBF/albumina, o proba de PVC a fost
acoperitd cu albumind prin metoda de drop-cast. Spectrul corespunzator probei obtinute prin
metoda de drop-cast a fost comparat asadar cu spectrul probelor (PVC neacoperit, 4000 rpm,
7000 rpm, 10,000 rpm) dupa 7 zile de imersie in solutia cu confinut de proteind si spectrul
PVC inainte de imersie (Fig. I11-41).

{PVC_Dicumarol_7000rpm after 7days
0 55.’9\10 Dicumarol_4000rpm after 7days

1PVC_Albumir
TUncovered PVC

0.45.

;
~

Absorbanta

o ¢
[
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I N L T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Lungimea de undi (cm™)

Fig. 111-41. Comparatia intre spectrele filmelor de PVC/dicoumarol dupa 7 zile de imersie in solutia de
SBF/albumina, spectrul PVC neacoperit inainte de imersie si respectiv cel al probei ob{inute prin drop-cast

Pentru a avea o imagine mai clard a modului in care materialul reactioneza atunci cand
intra Tn contact cu solutia de albumina, pentru a determina daca aceasta proteina este adsorbita

24



Sisteme cu eliberare si vectorizare de principii biologic active

pe suprafata materialului, dar si dacd aceastd depunere duce la schimbari ale morfologiei,
probele au fost analizate prin microscopie FT-IR (Fig. 111-42).
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Fig. 111-42. Hartile de contur obtinute prin microscopie FT-IR corespunzatoare probelor obtinute la 4000 rpm
(a), 7000 rpm (b), 10,000 rpm (c) si respectiv a PVC nemodificat (d) dupa imersie in solutie de SBF/albumina
dupa 7 zile (1), 21 zile (2), and 30 zile (3).

C. Aderenta bacteriana

In cadrul acestui studiu s-a examinat rezistenta probelor la o tulpind gram-pozitivi (S.
aureus) si o tulpina gram-negativa (P. aeruginosa).

Staphylococcus aureus ATCC 25923
1.000.000.000.000.000
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1 2 3 4 5 6 M

Proba testata
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Fig. 111-43. Reprezentarea grafica a valorilor UFC/mL pentru tulpina Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Fig. 111-44. Reprezentarea grafica a valorilor UFC/mL pentru tulpina Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

111.5.1.1.Concluzii

Suprafata PVC poate fi modificatd cu succes prin metoda spin coating. Probele
obtinute au fost analizate atdt pe suprafata acoperitd cat si pe cea neacoperitd. Conform
microscopiei FT-IR se poate concluziona ca morfologia suprafetei este schimbata
semnificativ atunci cand aceastd metodd de acoperire este aplicatd. Suprafata initiala era
rugoasd, neuniforma, prezenta defecte de tip “deal-vale” ce au fost acoperite cu filmul
polimeric de PVC dopat cu dicoumarol, rezultand o suprafatd neteda, uniforma.

Dupa compararea rezultatelor obginute in urma analizelor efectuate pe toate cele trei
probe, se poate trage concluzia cad cele mai bune rezultate legate de morfologia suprafetei,
distributia dicoumarolului pe suprafata au fost observate pentru proba obtinuta la 10,000 rpm.
De asemenea eliberarea a fost mai lentd si mai constantd in cazul acestei probe si a prezentat o
buna abilitate de a preveni depunerea de saruri si de a reduce aderenta proteinelor.
Metodologia propusa a dus la o activitate imbunatatita antiaderenta a suprafetei de PVC mai
ales impotriva tulpinilor gram-pozitive cum este de exemplu S. aureus.

I11.5.2.Modificarea suprafetei de pvc prin depunere de nanoparticule de

argint pe suprafata

Scopul acestui studiu a fost acela de a modifica suprafata de PVC astfel incat aderenta
bacteriana sa fie cat mai redusa, evitand astfel neplacerile cauzate de efectele secundare ce
apar in urma formarii biofilmului.

111.5.2.1. Materiale si metode

Bovine Serum Albumin (Fluka), azotat de argint (Carl Roth), Trisodium Citrate (),
probe plane standard de policlorura de vinil si ciclohexanona (Silal) s-au folosit fard a fi
supuse unei purificarii. SBF (simulated body fluid) a fost preparat conform modului de lucru
descris de Oyane si co. [359]. Probele au fost caracterizate utilizind un microscop de tip
Thermo Scientific Nicolet iN10 Infrared Microscope pentru a analiza morfologia suprafetei
probelor. Spectroscopul Thermo Fischer Nicolet iN10 Attenuated Total Reflection Infrared a
fost utilizat pentru a determina compozitia suprafetei probelor obtinute. Analiza de
Inductively Coupled Plasma (ICP) a fost realizata pentru a determina gradul de migrare a
ionilor de argint de pe suprafatd. Microscopia electronica de baleiaj (SEM) a fost utilizata
pentru a examina morfologia, microstructura si omogenitatea probelor precum si pentru a
vizualiza distributia nanoparticulelor de argint pe suprafata.
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111.5.2.2.Mod de lucru

PVC Ciclohexanona

\l/ \l/ ICP- MS SEM / EDS
i reducere ¢ 71
PVC / s pve/  EEem >l PVC/ > Teste
AgNO; coating AgNO; AgNPs biologice
AgNO, Spectroscopie  Microscopie
FT-IR FT-IR

Fig. 111-45. Schema de flux tehnologic pentru realizarea depunerii filmului polimeric

Tabelul 111-1. Parametri utilizati in cadrul metodei de spin coating

Proba | AgNO; Dispenser Spread EBR Dry
P1 1% Acc. spin: 1000rpm | Spin speed: 500rpm | Spin speed: 2000rpm Spin speed:
P4 5% Spin time: 5s Spin accel: Spin acc.: 100rpm 4000rpm
P7 10% Spin speed: 100rpm 1000rpm Spin time: 20s Spin accel:
M1 - Spin time: 10s 1000rpm
Spin time: 20s
P2 1% Acc. spin: 1000rpm | Spin speed: 500rpm | Spin speed: 2000rpm Spin speed:
P5 5% Spin time: 5s Spin accel: Spin acc.: 100rpm 7000rpm
P8 10% | Spin speed: 100rpm 1000rpm Spin time: 20s Spin accel:
M2 - Spin time: 10s 1000rpm
Spin time: 20s
P3 1% Acc. spin: 1000rpm | Spin speed: 500rpm | Spin speed: 2000rpm Spin speed:
P6 5% Spin time: 5s Spin accel: Spin acc.: 100rpm 10000rpm
P9 10% | Spin speed: 100rpm 1000rpm Spin time: 20s Spin accel:
M3 - Spin time: 10s 1000rpm
Spin time: 20s

01 02

I11.5.2.3.Rezultate si discutii

03 04 05 06 07

01 02 03 04 05 06 07 08 09

01 02 03 04 05 06 07 08

Fig. 111-47. Imaginile de microscopie FT-IR corespunzatoare PVC initial, nemodificat (a) si a probelor M1 (b),

M2 (c), M3 (d)

27




Sisteme cu eliberare si vectorizare de principii biologic active

i oo .
e —)
03 01 0.2 03

Fig. 111-48. Imaginile de microscopie FT-IR corespunzitoare probelor P7(a), P8(b) si respectiv P9(c)
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Fig. 111-49. Imaginile FT-IR corespunzatoare probelor P7 (a), P8 (b) si P9 (c¢) dupa reducere

Prezenta nanoparticulelor de argint pe suprafata filmelor depuse prin coating a fost
confirmatd de analiza SEM (Fig. III-50) care a evidentiat o dispersie uniforma a
nanoparticulelor de argint pe suprafata.
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Fig. 111-50. Imaginile SEM inregistrate la o marire de 5000 x (a), 10,000 x (b) si respectiv 50,000 x pentru
probele P7, P8, P9

Spectrele EDS realizate pe probele dupa reducere au confirmat, de asemenea, prezenta
argintului si releva diferente semnificative legate de cantitatea depusa.

a. Eliberarea ionilor de argint

Un aspect foarte important ce trebuie avut in vedere atunci cand pentru realizarea
dispozitivelor medicale se folosesc acoperiri cu nanoparticule de argint este legat de
concentratia de ioni eliberati in fluidele biologice deoarece poate prezenta citotoxicitate la
anumite concentratii. Pentru a putea monitoriza comportamentul de migrare a ionilor de argint
in organism, probele au fost imersate in SBF cu pH=7.4, mentinand temperatura la 36.5 °C,
mimand astfel conditiile din corp. Acestea au fost mentinute in solutie pentru o perioada de
pana la 24 de zile, analizand periodic solutia de SBF (1h, 2h, 6h, 1 zi, 2 zile, 3 zile, 9 zile, 13
zile si respectiv 23 de zile), folosind analiza ICP - MS (Fig. 111-52).
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Cantitatea de ioni de argint ce au
migrat de pe suprata
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Fig. 111-52. Reprezentarea grafica a gradului de recuperare in timp a ionilor de argint din solutia de SBF

b. Aderarea albuminei pe suprafata

Aderarea proteinelor la suprafata materialului poate duce la formarea trombozelor,
calcifierilor, aderare bacteriand sau formare de biofilm, ceea ce poate duce la blocarea
dispozitivelor tubulare. Pentru a observa comportamentul suprafetelor obtinute prin spin
coating la interactia cu proteinele din sange probele au fost imersate intr-o solutie de SBF
pH=7, la 36.5 °C cu continut de albumina, principala proteind intalnita in sange. Probele au
fost mentinute n aceste conditii timp de 24 de zile si au fost analizate prin microscopie FT-IR
dupa 1 zi, 6 zile, 14 zile si respectiv 24 de zile.
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Fig. 111-53. Imaginile de microscopie FT-IR obtinute pentru proba P7 dupd a - 1 zi, b - 6 zile, ¢ — 14 zile, d — 24
zile de imersie in solutia de albumind
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Fig. 111-54. Imaginile de microscopie FT-IR obtinute pentru proba M1 dupé a - 1 zi, b - 6 zile, c — 14 zile, d — 24
zile de imersie in solutia de albumina
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Fig. 111-55. Imaginile de microscopie FT-IR obtinute pentru proba P8 dupa a - 1 zi, b - 6 zile, ¢ — 14 zile, d — 24
zile de imersie in solutia de albumina
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Fig. 111-56. Imaginile de microscopie FT-IR obtinute pentru proba M2 dupa a - 1 zi, b - 6 zile, c — 14 zile, d — 24
zile de imersie in solutia de albumina
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Fig. 111-57. Imaginile de microscopie FT-IR obtinute pentru proba P9 dupa a - 1 zi, b - 6 zile, ¢ — 14 zile, d — 24
zile de imersie in solutia de albumina
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Fig. 111-58. Imaginile de microscopie FT-IR obtinute pentru proba M3 dupa a - 1 zi, b - 6 zile, c — 14 zile, d — 24
zile de imersie in solutia de albumina
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Fig. 111-59. Imaginile de microscopie FT-IR obtinute pentru PVC initial dupd a - 1 zi, b - 6 zile, ¢ — 14 zile, d —
24 zile de imersie 1n solutia de albumina
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Spectrul FT-IR (Fig. 111-60) confirma prezenta albuminei pe suprafata probelor prin
aparitia unor peak-uri suplimentare in urma imersiei in solutia de albumina. Aceste peak-uri
apar la lungimi de undi de 1680 cm™, banda corespunzitoare amidei I, constand in cea mai
mare parte din vibratii ale legaturii v(C=0) si la~1580 cm™ banda corespunzitoare amidei II,
constand in cea mai mare parte din vibratii ale legaturii v(C — N) [387-389].

¢ fnainte de imersie
0.10;{ Dupi imersie
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0.04
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40000  3%00 3000 2500 2000 1500 1000
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Fig. 111-60. Reprezentarea spectrelor FT-IR a suprafetei modificate inainte i dupa imersie in solutia de albumina
c. Teste biologice

Pentru testarea rezistentei la colonizare a suprafetelor modificate, dar si a celei initiale,
s-a utilizat tulpina bacteriand S. aureus ATCC 6538, rezultatele finale fiind exprimate in
UFC/ml la diferite intervale de timp de la punerea in contact a acestor suprafete cu suspensia
bacteriana (Fig. 111-61).

S. aureus ATCC 6538

_E, 1000000
S 10000 =M1
= B P4 (PVC - Ag 5%
2 100 ( g 5%)
= P7 (PVC - Ag 10%)

1

5 24 48 7 B Uncovered PVC
Timpul, [h]
Fig. 111-61. Evaluarea cantitativd a gradului de dezvoltare a biofilmului microbian monospecific dezvoltat de

Staphylococcus aureus ATCC 6538 la suprafata PVC initial si respectiv modificat prin spin coating.

E. coli reprezintd specia bacteriand cea mai reprezentativa dintre speciile Gram-
negative, capabile sa dezvolte biofilme, de aceea s-a testat capacitatea probelor de a forma
biofilm monospecific la contactul cu tulpina standard Escherichia coli ATCC 25922 (Fig. Il1-
62).
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E. coli ATCC 25922
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Fig. 111-62. Evaluarea cantitativd a gradului de dezvoltare a biofilmului microbian monospecific dezvoltat de

E.coli ATCC 25922 la suprafata PVC initial si respectiv modificat prin spin coating

Infectiile nosocomiale asociate cateterelor venoase sunt frecvent determinate de specii
de Candida. Inducerea formarii biofilmului la suprafata biomaterialelor functionalizate

utilizate in studiul de fatd a permis evaluarea comportamentului acestora la contactul cu
celulele planctonice de C. albicans ATCC 26790 (Fig. 111-63).

C. Albicans ATCC 26790
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Fig. 111-63. Evaluarea cantitativa a gradului de dezvoltare a biofilmului microbian monospecific dezvoltat de

C.albicans ATCC 26790 la suprafata PVC initial si respectiv modificat prin spin coating

I11.6.EVALUAREA PROPRIETATILOR DATE DE ACOPERIRILE CU
OXINITRURA DE TITAN (TIO«Ny) REALIZATE PENTRU OBTINEREA
STENTURILOR CARDIOVASCULARE STRATIFICATE

In cadrul acestei lucrari s-au studiat acoperiri de TiOxNy cu diferite rapoarte N/O
depuse prin tehnologia de pulverizare in magnetron (magnetron sputtering deposition), cu
scopul de a determina modul in care sunt influentate proprietatile acestui tip de suprafete de
concentratia de N sau O.

111.6.1. Materiale si metode

Acoperirile de TiOxNy studiate au fost depuse atdt pe probe plane, sub formad de
discuri, cat si pe stenturi din otel inoxidabil. Acoperirile au fost realizate folosind diverse
concentratii de azot (raport O:N = 1:2, 1:5, 1:10). Depunerile au fost realizate prin metoda de
pulverizare in magnetron (magnetron sputtering) folosind un sistem UVN-200 MI cu
frecventa medie, prin bombardare cu ioni.

Morfologia suprafetei a fost analizatd inainte si dupd expunerea in SBF prin
Microscopie Electronica de Baleiaj (SEM) folosind un microscop de tip XL 30 ESEM-FEG
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Philips, 3.0 kV. Analiza chimica si elementald a fost realizatd prin F-IR si respectiv EDS
(Energy-dispersive X-ray spectroscopy). Pentru determinarea hidrofiliei suprafetei, probele
plane au fost analizate folosind OCA 20 Contact Angle System. Modul de interactiune a
probelor cu proteinele din sdnge a fost studiat prin punerea in contact cu o solutie de
albumina. Probele au fost analizate la diferite intervale de timp prin microscopie FT-IR.
Biocompatibilitatea acoperirilor obtinute a fost analizata folosind Celule endoteliale ale venei
ombilicale umane (Human Umbilical Vein Endothelial Cells - HUVEC).

111.6.2. Rezultate si discutii

Probele obtinute au fost analizate prin SEM si asa cum se poate observa din Fig. 111-63,
caracteristicile filmelor obtinute difera in functie de raportul folosit.

a.TiX:2 b. TIO,N, 1:5 c. TION, 1:10

v

Fig. 111-64. Imaginile SEM corespunzitoare probelor TiOxNy , la mériri de 55x (a), 2000x (b) si respectiv
200,000x (c).

Pentru a analiza uniformitatea depunerilor, probele plane au fost analizate prin
microscopie FT-IR (Fig.111-65).
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Fig. 111-65. Imaginile de microscopie FT-IR corespunzitoare probelor plane acoperite cu TiOxNy (a.i — O2/N,
1/2; a.ii - 0,/N, 1/5; a.iii - O,/N, 1/10), inregistrate la 840-884 cm™ (b —spectrele FT-IR corespunzitoare celor 3
suprafete, cu evidentierea peak-ului la care a fost realizatd inregistrarea).

Suprafetele stenturilor acoperite cu TiOxNy prin metoda de depunere prin pulverizare
reactiva in magnetron au fost analizate atat la scara micro cat si nano (Fig.111-66).
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Fig. 111-66. Imaginile SEM inregistrate pe suprafata stenturilor modificate prin acoperire cu TiOxNy

Desi pe suprafata stenturilor s-au determinat doar suprafete limitate ce prezintd
despinderi, tehnologia de depunere trebuie imbunatatitda deoarece aceste acoperiri vizeaza
fabricarea de stenturi, iar degradarea si desprinderea filmului de pe suprafata trebuie
eliminate.

Masurarea unghiului de contact a fost realizatd pe toate probele plane. S-a determinat
ca toate cele trei acoperiri realizate induc un comportament usor hidrofob al suprafetelor,
unghiul de contact fiind mai mare de 90°. Valoarea determinatd a unghiului de contact
corespunzator otelului inoxidabil este de aproximativ 47° si este confom cu valoarea din
literatura [398].

111.6.2.1. Stabilitatea in vitro, in SBF

Pentru a determina modul de interactiune a suprafetelor stenturilor modificate prin
acoperire cu TiOxNy, probele au fost imersate in solutie de SBF timp de mai multe zile.
Imaginile SEM corespunzatoare probelor dupd 7 zile de imersie in SBF sunt prezentate in
Fig. 111-67. Pentru a verifica dacd gruparile Ti-OH pot intradevar induce nucleerea si
cristalizarea apatitei, dar si pentru a determina natura chimicd a precipitatului depus pe
suprafata stenturilor dupa imersie in SBF [400], cartografierea elementald folosind EDS a fost
realizatd pe probele plane.

Distributia elementelor pe suprafatd este prezentatd in Fig. 111-67 si confirma prezenta

fosfatilor, a calciului, magneziului.
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Mg 0 Ti

Fig. 111-68. Cartografierea elementald a depunerilor de TiOxNy dupa 7 zile de expunere in SBF
111.6.2.2. Adsorbtia de proteine (albumina)

Pentru a determina comportamentul probelor in prezenta proteinelor din singe, acestea
au fost imersate intr-o solutie de albumind in SBF timp de 1, 3, 8, 14 si 28 de zile. Au fost
apoi spalate cu grija cu apa si analizate prin microscopie FT-IR.

Dupa 14 zile adsorbtia de albumind a inceput sa fie prezenta si pe suprafata probelor
02/N,=1/5 (Fig. 111-73) si O,/N,=1/10 (Fig. 111-74). Spectrele corespunzatoare zonelor unde
au loc Imbinarile sunt diferite de celelalte zone ale stenturilor, deoarece adsorbtia de albumina
are loc predominant pe zonele in care depunerea de TiOxNy s-a desprins. Defectele aparute in
urma desprinderii depunerii favorizeaza ancorarea proteinelor pe suprafata.
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Fig. 111-73. Hartile de contur si spectrele FT-IR corespunzitoare probei TiOxNy O,/N, = 1/5, la locul de imbinare a firelor din structura stentului dar si pe o altd suprafatd a
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Fig. 111-74. Hartile de contur si spectrele FT-IR corespunzatoare probei TiOxNy O,/N, = 1/10, la locul de imbinare a firelor din structura stentului dar si pe o altd suprafatd a
firului, dupa 14 zile de imersie in albumina.

In urma analizelor realizate, se poate observa ¢ depunerea de TiOxNy imbunititeste proprietitile de inhibare a depunerii de albumina pe

suprafata stenturilor din otel inoxidabil.
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111.6.2.3. Analize biologice

Activitatea metabolica a HUVEC dupa 24 h si respectiv 48 h de incubare pe discurile
plane acoperite cu TiOxNy a fost comparata cu proba martor de otel inoxidabil. Deoarece nu s-
au observat modificari in activitatea metabolica a celulelor se poate concluziona ca acoperirile
realizate nu prezinta toxicitate pentru celulele HUVEC (Fig. 111-75). Dupa 48 de ore toate
probele acoperite cu TiOxNy au prezentat o activitate metabolica putin mai buna comparativ
cu proba martor de otel inoxidabil 316L.

0.4 -
ER Steel 316L

£ 0 B=3 TION; O/N, 1:2
S B3 TON:O/N, 1:5
5 i [0 TiON; O,/N, 1:10
= 0.2 -
o
[=]
o
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0.0 T

Time [h]

Fig. I11-75. Activitatea metabolicd a celulelor HUVEC incubate pe probele TiOxN, O,/N, = 1/2, O,/N, = 1/5,
02/N2 = 1/10 comparativ cu proba martor de otel inoxidabil.

CONCLUZII
C1. CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTII ORIGINALE

Hidrofilia suprafetei de PVC poate fi Tmbunatétitd cu succes prin introducerea de
grupdri esterice pe suprafatd prin metode chimice, folosind atait AcOAg cat si LAg. Prezenta
acestor grupari a fost confirmatd prin analizarea probelor obtinute prin spectrometrie in
infrarosu. In spectrele corespunzitoare suprafetelor modificate se observd aparitia benzii
corespunzatoare esterului (1516 cm™) si scaderea intensitatii benzii corespunzitoare legaturii
C-Cl (746 cm™). Timpul de reactie si randamentul prezinta valori mai bune in cazul reactiei
cu acetat de argint. Cu cat polimerul este in contact cu solventul pe o perioda mai mare de
timp, cu atét riscul modificarii proprietdtilor PVC este mai mare.

Filmele de PVC rezultate in urma sintezei prezintd rugozitati, defecte pe suprafata.
Suprafata PVC poate fi modificatd fizic prin imersarea intr-un solvent adecvat care sa nu
dizolve polimerul, ci doar sia gonfleze suprafata astfel incat denivelarile aparute in urma
procesului de sinteza sa fie Indepartate si sd se ob{ind o suprafatd cat mai netedd. Aceastd
modificare a fost realizata cu succes prin imersarea 1n acetona si respectiv in solutie apoasa de
acetona 50%.

O alta metoda ce s-a dovedit a fi eficientd pentru a modifica suprafata de PVC fard a
modifica proprietatile materialului in masa este metoda de spin coating. Aceasta tehnica a fost
folosita in cadrul acestei lucrari pentru depunerea unui film compus de asemenea din PVC,
cu scopul de a acoperi defectele de suprafatd aparute In urma procesului de sinteza. S-au
obtinut astfel suprafete netede, uniforme, cu continut de principii active ce au efect
anticoagulant (dicoumarol si respectiv warfarind), dar si suprafete avand incorporate
nanoparticule de argint. Probele de PVC modificat prin depunerea unui film subtire de
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PVC/Dicoumarol folosind metoda spin coating au prezentat suprafete netede, cu o distributie
uniforma a medicamentului. Eliberarea dicoumarolului a avut loc treptat, in timp, pe o
perioadd indelungatd, ceea ce inseamnd ca materialul rezultat poate prezenta efect anti-
trombogenic pe o prioada de timp suficienta pentru a impiedica coagularea sangelui, formarea
trombozelor si astfel a blocarii cateterului. Morfologia filmului rezultat in urma depunerii prin
spin coating depinde de viteza de rotire in etapa de evaporare. Aderenta albuminei are loc pe
toate probele studiate, dar prezenta dicoumarolului si netezimea suprafetei obtinute dupa
efectuarea depunerii la 10,000 rpm au dus la reducere aderentei proteinei. Este important sa se
mentioneze cd metodologia propusa a dus la o activitate imbunatatita antiaderenta a suprafetei
de PVC mai ales impotriva tulpinilor gram-pozitive cum este de exemplu S. aureus.
Rezistenta la aderarea bacteriand a fost imbunatatitd prin Incorporarea de dicoumarol pe
suprafatd datoritd proprietatilor sale antibacteriene si capacitatii sale de legare a proteinelor.

Suprafata de PVC poate fi modificatd cu succes prin depunerea de filme ce
incorporeaza AgNPs. Aceastd depunere poate fi efetuatd prin metoda de spin coating la
diversi parametrii de lucru. Filmele rezultate sunt suficient de compacte pentru a impiedica
migrarea ionilor de argint in fluidele biologice (gradul de recuperare fiind < 0.4%).
Dimensiunea nanoparticulelor este cuprinsa intre ~16 - ~27 nm pentru nanoparticulele
dispersate si ajung pana la~80 nm la nivelul aglomerarilor. Toate probele modificate prin spin
coating 1n cadrul acestei lucrari au prezentat activitate anti-biofilm impotriva tulpinilor E.
coli, S. aureus si C. albicans.

In cea de-a doua parte a lucrarii au fost studiate proprietitile suprafetelor unor probe
din otel inoxidabil de forma sferica, plane, dar si a unor stenturi realizate din acelasi material,
dupa ce acestea au fost acoperite cu TiOxNy. Acoperirea a avut loc prin depunere reactiva prin
pulverizare In magnetron folosind un amestec oxigen si azot cu rol de gaz reactiv. S-a
observat ca in functie de raportul dintre cele doud gaze, proprietatile suprafetelor difera. Cele
mai bune rezultate au fost observate in cazul unui raport de O,/N, = 1/5 in debitul de
alimentare cu gaz, urmat de O,/N, = 1/10. Aceste probe au prezentat cel mai mic grad de
adsorbtie de albumina si depuneri minime de sdruri datoritd expunerii Tn SBF. Odata cu
cresterea continutului de azot din compozitia suprafetei, scade semnificativ adsorbtia de
albumind. Morfologia suprafetei este de asemenea influentata de cantitatea de azot, cu cat
cantitatea de azot este mai mare, cu atat suprafata este mai neteda. Chiar daca rezultatele
obtinute referitor la acest tip de acoperiri sunt promitatoare din punct de vedere al
proprietatilor suprafetelor, acestea nu prezintd o aderentd suficient de buna la substrat astfel
incat zonele de la imbinari sa nu prezinte deteriorari atunci cand este aplicat un stres mecanic
cum este extinderea stentului.

C2. PERSPECTIVE DE DEZVOLTARE ULTERIOARA

Metodele de modificare a suprafetei de PVC descrise in cadrul acestei teze de doctorat
pot fi folosite Tmpreuna pentru a obtine o suprafatd cu proprietati imbunatatite, ce poate fi
folosita in cadrul aplicatiilor medicale la obtinerea de diverse dispozitive medicale. Prin
folosirea metodei fizice de modificare, respectiv a unui solvent care sa gonfleze polimerul la
suprafata, favorizeaza punerea in contact a legdturilor C-Cl putind astfel fi modificate prin
introducerea de grupari esterice ce duc la cresterea hidrofiliei suprafetei. Metoda de spin
coating poate fi folosita pentru a incorpora in filmul polimeric atat principii active, cat si
nanoparticule de argint, putand astfel obtine suprafete netede, uniforme, cu efect
anticoagulant (eliberarea pricipiului activ avand loc lent in cazul dicoumarolului datoritd
solubilitatii foarte scdzute in apa), dar si antibacterian. Metoda spin coating nu poate fi
aplicata pe dispozitive medicale cum sunt cateterele, dar principiile utilizate pot fi aplicate
utilizand o metoda alternativa ce poate mima condifiile de depunere studiate in metoda de
spin coating si care poate fi utilizatd in cazul dispozitivelor tubulare. Studiul unei astfel de
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metode este un obiectiv pentru studii viitoare, iar scopul este dezvoltarea unei metode ce
consta 1n circularea unei solutii (preparate in acelasi mod ca si cea folositd in cadrul acestui
studiu) printr-un dispozitiv tubular, utilizind un anumit debit, folosind o pompa peristaltica,
astfel incat rezultatele obtinute sa poatd fi reproduse in cazul unor dispozitive cum sunt
cateterele.

In ceea ce priveste studiul realizat asupra stenturilor se poate spune ci acoperirea cu
TiOxNy este promitdtoare, insd trebuie studiatd mai in detaliu si imbunatatitd metoda de
depunerea a filmului astfel incat defectele ce apar la imbinari Tn urma stresului mecanic sa fie
eliminate. Stabilirea raportului optim intre oxigen si azot este de asemenea foarte important,
deoarece in functie de acesta proprietatile si morfologia suprafetei se modifica.
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